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PRIMO CAPITOLO
1. Riassunto
OBIETTIVO: Questo lavoro di tesi è stato condotto per la prima volta al 
fine  di  testare   l'effetto  antiinfiammatorio  di  un  estratto  del  cacao, 
arricchito  in  polifenoli,  in  un  esperimento  di  infiammazione  cronica 
intestinale su  topi  albini  della  razza Balb/c  hembras.  La valutazione è 
avvenuta attraverso la misura del peso e dell'aspetto dei topi, del volume 
di  bevanda  precedentemente  preparata  e  assunta  dagli  stessi,  la 
lunghezza  del  colon  il  giorno  del  sacrificio,  la  misura  dell'infiltrazione 
leucocitaria, l'espressione della Cicloossigenasi-2 (COX-2) e della Ossido 
Nitrico Sintasi (iNOS). I risultati ottenuti sono stati confrontati con  quelli 
rilevati per la sulfasalazina, utilizzato come farmaco di riferimento.
MATERIALI  E METODI: L'effetto della somministrazione dell'estratto di 
cacao  e  della  sulfasalazina  è  avvenuto  per  via  orale  nella  bevanda. 
Durante  i  28  giorni  di  esperimento  in  vivo  vengono  costantemente 
misurati il peso del topo e il volume delle bevande assunte. Il giorno del 
sacrificio si misurano le lunghezze dei colon e si prelevano campioni per 
determinare  l'attività  della  mieloperossidasi  con  spettrofotometria  e 
l'espressione di COX-2 e di iNOS con Western Blot.
RISULTATI:  Il  peso  medio  dei  topi  non  è  stato  influenzato 
dall'infiammazione. Al ventottesimo giorno l'estratto del cacao arricchito in 
polifenoli  mostra  una  parziale  inibizione  dell'infiltrazione  leucocitaria  e 
dell'espressione di COX-2 e di iNOS.
CONCLUSIONI: I risultati ottenuti indicano che l'estratto in studio mostra 
un effetto antiinfiammatorio e che tale estratto potrebbe essere utilizzato 
come chemioprottettore in patologie cancerose del colonrettale. 
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SECONDO CAPITOLO
2. Revisione bibliografica
2.1 Infiammazione intestinale e malattie infiammatorie intestinali 
(IBD)
L'infiammazione è un tipo di risposta immuno aspecifica che difende il 
corpo dalla costante minaccia da parte di una miriade di microrganismi e 
sostanze chimiche presenti  nell'ambiente che ci  circonda.  Data la sua 
permanente pressione antigenica, la mucosa intestinale si è adattata a 
lavorare intensamente in condizioni ancora fisiologiche che dipendono da 
stretti  meccanismi di  controllo cellulari  e molecolari.  In alcuni  individui, 
questo  precario  stato  d'equilibrio  è  alterato,  diventa  eccessivo  e  ne 
derivano disturbi cronici infiammatori. Le malattie infiammatorie intestinali 
(IBD), tra le quali le più comuni son il Morbo di Crohn (CD) e la Colite 
Ulcerosa  (UC),  sono  caratterizzate  da  un'incontrollata  risposta 
immunitaria intestinale contro  la  normale flora batterica intestinale  che 
porta a dolore addominale e diarrea cronica per la maggior parte della 
vita dei pazienti. Una delle maggiori complicazioni dell'IBD è lo sviluppo di 
cancro al colon. L'uso di alcuni trattamenti  preventivi  naturali  potrebbe 
ridurre o cancellare lo sviluppo di queste malattie. Sempre più evidenze 
suggeriscono  che,  tra  altri  composti  naturali,  i  polifenoli  potrebbero 
giocare questo ruolo modulando l'infiammazione intestinale come verrà 
discusso in seguito.
Il morbo di Crohn e la Colite Ulcerosa sono le due forme più importanti di 
malattie  croniche  intestinali.  Hanno  in  comune  caratteristiche  cliniche 
come la diarrea, la febbre, il dimagrimento, l'anemia, l'intolleranza a certi 
alimenti,  la  desnutrizione,  il  ritardo  di  crescita,  e  certe  manifestazioni 
extraintestinali (artritiche, dermatologiche ed epatiche).
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In  entrambe  le  malattie  il  rischio  di  sviluppare  una neoplasia  maligna 
aumenta man mano che aumenta il tempo della malattia. Non si conosce 
la  causa  di  questo  rischio  anche  se  è  probabile  che  presenti  una 
correllazione con lo stato infiammatorio e proliferativo potenziato e con 
alcuni fattori nutrizionali.
Nell'Europa occidentale, IBD interessa lo 0,5-1% della popolazione. La 
patogenesi dell'IBD è multifattoriale.
FATTORI DESCRIZIONE
Ambientali Fumo, storia famigliari, abitudini alimentari, ipotesi igieniche
Genetici
Gene NOD2/CARD15
Geni OCTN1-2
Gene GLD5
Batterici Cambio della composizione della flora batterica intestinale
Immunologici
Sovraespressione di mediatori 
proinfiammatori: TNF-alfa, IL-8, IL-17,
Sottoespressione di mediatori anti-
infiammatori: IL-10, IL-4
Tabella 1: Principali fattori che contribuiscono alla patogenesi dell'IBD 
(Béatrice Romier et al, 2009)
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COLITE ULCEROSA MORBO DI CROHN
PRESENTAZIONE: 
diarrea sanguinolenta
Malattia perianale
dolore addominale
massa addominale
ANATOMOPATOLOGIA 
MACROSCOPICA: 
affezione rettale in tutti i pazienti
si muove continuamente in 
direzione prossimale a partir dal 
retto, parete magra,
presenza di alcune estenosi
ulcere diffuse
Il retto non è affetto in alcuni casi
può localizzarsi in qualunque 
segmento del tubo digerente
parete grossa
estenosi frequenti
aspetto adoquinado
ISTOPATOLOGIA:
assenza di granulomi
basso grado di infiammazione
ulcere più profonde
pseudopolipi
ascessi in cripta
Presenza granulomi
grado più alto di infiammazione
ulcere someras
fibrosi
MANIFESTAZIONI 
EXTRAINTESTINALI:
colangitis esclarosante
pioderma gangrenoso
Eritema nodulare
poliartrite migratoria
litiasi biliare
COMPLICAZIONI:
megacolon tossico
cancro
estenosi e fistole
ipoassorbimento
affezioni perianali
cancro
Fistole
estenosi
 
Tabella  2:  Colite  Ulcerosa  in  paragone  a  Morbo  di  Crohn  (Krause 
Dietoterapia, 2009)
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Tutti  i  componenti  intestinali,  barriera  epiteliale,  sistema  immune 
mucosale,  cellule  stromali  di  supporto,  partecipano  alla  risposta 
immunitaria  intestinale.  Le  cellule  immuni  e  non  immuni,  come  le 
epiteliali,  endoteliali,  mesenchimali,  nervose,  cambiano  i  segnali 
regolatori  attraverso  la  produzione  di  mediatori  (citochine,  fattori  di 
crescita,  molecole  di  adesione  e  neuropeptidi)  e  o  eventi  cellulari 
(proliferazione  e  apoptosi),  che  facilitano  e  amplificano  l'interazione 
cellulare  e  l'infiammazione.  In  una  mucosa  sana,  il  risultato  è  una 
omeostasi  intestinale  (infiammazione  fisiologica).  Di  conseguenza 
un'infiammazione patologica può essere vista come una deregolazione 
delle interazioni tra queste cellule.
La  barriera  mucosale  intestinale  ha  come  primarie  funzioni  quelle  di 
permettere il passaggio di nutrimenti e fluidi e di proteggere l'ospite da 
antigeni  estranei.  La sua integrità è basata sulla  fine coordinazione di 
eventi cellulari: proliferazione, migrazione, differenziazione e apoptosi. Le 
cellule  staminali  multipotenti  generano,  alla  base  delle  cripte  di 
Lieberkuhn,  quattro  stirpi  di  cellule  epiteliali  (IECs):  enterociti,  cellule 
caliciformi, cellule enteroendocrine e le cellule di Paneth.
L'integrità dell'epitelio intestinale è influenzato anche dalla presenza di 
recettori  di  sistemi  di  riconoscimento (PRRs)  che riconoscono prodotti 
batterici e sono in grado di distinguere tra batteri commensali e patogeni. 
Una volta  attivati,  accendono NF-κB che attiva  la  cascata  descritta  in 
seguito.
L'infiammazione  fisiologica  prevede  l'infiltrazione,  attraverso  il  tessuto 
mucosale,  di  leucociti,  che  comincia  quando  è  presente  un  antigene 
estraneo  e  che  cessa  una  volta  che  esso  viene  eradicato.  Le  IECs 
partecipano a questo processo mediante una permanente comunicazione 
con le cellule del  Tessuto Linfatico Associato all'Intestino (GALT). IECs 
attuano come sensori  di  antigeni  luminali  esprimendo le  molecole  del 
Complesso  Maggiore  di  Istocompatibilità  (MHC).  Da  qui  gli  enterociti 
assorbenti  potrebbero  darsi  agli  antigeni  luminali,  ma  meno 
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efficentemente delle cellule M. In aggiunta, IECs esprimono i recettori per 
le InterLeuchine (ILRs) e PRRs e altri  segnali infiammatori. I mediatori 
giocano un ruolo cruciale nel botta risposta tra le cellule. Tra queste le 
citochine,  attraverso  i  loro  specifici  recettori  ILRs,  regolano  numerosi 
eventi  immunologici  come  il  traffico  di  leucociti  e  la  morte  cellulare 
apoptotica. Le molecole di adesione selectina, integrina, ICAM-1 e 2 sono 
importanti  per  il  contatto  cellulare.  Le  Matrice  delle  MetalloProteinasi 
(MMPs), attraverso la loro attività proteolitica, controllano il turnover della 
matrice  extracellulare,  la  migrazione  e  lo  spessore  della  mucosa 
intestinale.  Una volta che l'antigene è stato eradicato,  la soppressione 
della risposta immunitaria è raggiunta per mezzo delle cellule regolatorie 
che producono cirochine immunosoppressive per limitare la proliferazione 
dei linfociti e perchè i macrofagi attivati e le cellule immuni ritornino al loro 
stato  di  calma.  L'apoptosi  delle  cellule  immuni  consente  un  altro 
meccanismo fisiologico per  ridurre il  loro periodo di  vita  e un'apoptosi 
imperfetta  e  incompleta  delle  cellule  T  della  mucosa  gioco  un  ruolo 
centrale nella patogenesi dell'IBD.
2.2. Stato di infiammazione cronica intestinale 
Essa è il risultato di una deregolazione dell'omeostasi intestinale con una 
perdita  di  tolleranza  alla  normale  microflora  enterica.  Questa  è  una 
condizione patologica duratura caratterizzata dall'infiltrazione dei linfociti 
seguita da distruzione tissutale e dal continuo intento di riparare al danno. 
La  diminuita  integrità  epiteliale,  l'aumentata  permeabilità  mucosale,  la 
produzione di citochine-chemochine sbilanciata a favore delle citochine 
proinfiammatorie, un errore nel segnale dei recettori TLR, e la perdita di 
capacità di immunosoppressione e di differenziazione delle cellule IECs, 
sono spesso osservati nei pazienti con IBD. In quanto tale, l'aumentata 
metaplasia  delle  cellule  di  Paneth,  le  quali  compaiono  in  siti  dove 
normalmente  sono  assenti  è  riconosciuta  come  una  caratteristica 
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istopatologica  di  queste  malattie  ed  è  saputo  che  queste  cellule 
esprimono  in  grande  quantità  il  gene  NOD2  e  producono  mediatori 
proinfiammatori come il TNFα, la fosfolipasi A2, e GM-CSF.
Tra  le  otto  vie  di  trasduzione  che  sono  state  identificate  ad  oggi 
rispondere a segnali extracellulari e cambiare la trascrizione genica, le vie 
NF-κB  e  MAPkinasi  sono  di  particolare  interesse  perché  sembrano 
giocare un ruolo chiave nella risposta infiammatoria intestinale.
NF-κB è un fattore trascrizionale citoplasmatico latente, complessato con 
un Inibitore di κB (IκB). Nelle IECs, esso è composto da RELA (p65) e 
p50. Sotto stimolo da una grande varietà di agenti (IL-1β,  TNFα,  LPS, 
batteri, virus, stress ossidativo, ecc.), IκB viene fosforilato e degradato dal 
sistema ubiquitina-proteosoma.  L'NF-κB  libero  trasloca  nel  nucleo  per 
regolare  l'espressione  di  geni  dipendenti  da  esso  come  geni  che 
codificano  per  citochine  e  chemochine,  recettori  cellulari  di  superficie, 
molecole  di  adesione,  proteine immunoregolatorie,  proteine di  risposta 
della fase acuta ed enzimi infiammatori (iNOS, COX2 e fosfolipasi A2) 
(Béatrice Romier et al, 2007).
Il primo a descrivere una relazione funzionale tra infiammazione e cancro 
è  stato  Virchow nel  1863 che ha  ipotizzato  l’origine  del  cancro  in  un 
ambiente dove persiste uno stimolo infiammatorio. Questa ipotesi nasce 
dall’evidenza che sostanze irritanti insieme alla presenza di una ferita in 
un tessuto siano in grado di scatenare una risposta infiammatoria con il 
conseguente aumento della proliferazione cellulare (Balkwill,  2001). Ad 
oggi è chiaro che la proliferazione cellulare da sola non causa il cancro, 
ma  la  proliferazione  continua  in  un  ambiente  ricco  di  cellule 
infiammatorie,  di  fattori  di  crescita,  stroma  attivato  ed  agenti  che 
promuovono danni al DNA , certamente potenzia e/o promuove il rischio 
neoplastico.
Il processo infiammatorio è un fattore negativo a carico di tutti i tessuti a 
causa della continua esposizione agli agenti ambientali. Il microambiente 
infiammatorio favorisce infatti l’iniziazione delle cellule normali e la loro 
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crescita  e  progressione verso  la  malignità  attraverso  la  produzione di 
citochine pro-infiammatorie, agenti ossidanti ed enzimi litici.
Il  carcinoma  si  sviluppa  partendo  da  un  evento  di  inizio.  Questo  è 
rappresentato da agenti carcinogenetici ambientali o virali che inducono 
modificazioni somatiche, quali alterazioni del DNA. Per avere la sviluppo 
del cancro occorre una seconda esposizione ad un agente che non reca 
danni al DNA (come irritanti chimici, o ormoni dell’infiammazione cronica) 
questo porta alla formazione di una lesione precancerosa. La sostanza 
promotrice  induce  la  proliferazione  cellulare,  recluta  le  cellule 
infiammatorie, aumenta la produzione di specie reattive di ossigeno con 
conseguente danno ossidativo al DNA ed inibisce il sistema DNA MMR 
(Mismatch  repair).  Le  cellule  che  sopravvivono  sono  infiammate 
cronicamente  hanno  una  proliferazione  anomala  ed  un  accumulo  di 
mutazioni che favorisce lo sviluppo della neoplasia vera e propria.
Le patologie infiammatorie croniche intestinali (IBD) ,Colite Ulcerosa CU 
e  Morbo  di  Chron,  sono  riconosciute  essere  una  condizione  pre-
cancerosa per il cancro del colon retto (Itzkowitz, 2004). Coloro che ne 
soffrono possono infatti sviluppare tale tipo di neoplasia in età più giovane 
e  con  estensione più  ampia  (Itzkowitz,  2004).  Inoltre  sia  la  diffusione 
dell’infiammazione sia il numero di anni da cui si è affetti correlano con il 
rischio della malattia.
Il microambiente infiammatorio del colon favorisce infatti l’iniziazione delle 
cellule  normali  e  la  loro  crescita  e  progressione  verso  la  malignità 
attraverso la produzione di citochine pro-infiammatorie, agenti ossidanti 
ed enzimi litici.  Tra le 19 citochine pro-infiammatorie prodotte il  Tumor 
Necrosis Factor (TNF)-α e l’Interleuchina (IL)-6, sono in grado di attivare il 
fattore  di  trascrizione  nucleare  (NF-κB),  una  proteina  chiave 
nell’induzione  dell’infiammazione  in  risposta  ad  infezioni  batteriche  e 
virali.  Greten  e  colleghi  (2004)  hanno  pubblicato  su  Cell,  importante 
rivista del settore, un’interessante lavoro che evidenzia come l’induzione 
di NF-κB colleghi tra loro infiammazione cronica, infezione e tumore del 
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colon. Secondo questo studio infatti, nelle cellule epiteliali l’attivazione di 
NF-κB promuove lo sviluppo tumorale non attraverso l’infiammazione, ma 
attraverso  l’inibizione  dell’apoptosi,  mentre  nelle  cellule  mieloidi 
determina  l’espressione  di  molecole  pro-  infiammatorie  come la  ciclo-
ossigenasi-2 (COX-2) e  IL-1  e 6,  che stimolano la divisione di  cellule 
epiteliali geneticamente alterate e quindi aumentano la massa tumorale. 
NF-kB inoltre, stimola la iNOS (inducile Nitric Oxyde Synthase) a produrre 
NO  e  la  COX-2  a  generare  prostanoidi,  che  hanno  un  effetto  pro- 
infiammatorio e pro-cancerogeno (Yamamoto, 2001). E’ noto inoltre che il 
PPARγ è in grado di reprimere l’attività trascrizionale di NF-κB (Itzkowitz, 
2004);pertanto, i ligandi di PPARγ inibiscono l’infiammazione intestinale.
Un contributo significativo allo sviluppo di tumori colon-rettali è dato dallo 
stress ossidativo: le cellule infiammate, neutrofili e macrofagi, generano 
specie reattive dell’ossigeno e del nitrossido (Reactive e Nitrogen Oxygen 
Species, RONS), oltre ad altre molecole pro-ossidanti. I radicali liberi da 
essi generati  hanno come targets DNA, RNA, proteine e lipidi;  il  gene 
p53, soppressore tumorale,  è un loro tipico bersaglio (Hussain,  2000). 
Inoltre, queste specie sono in grado  di indurre mutazioni “frameshift” del 
DNA e perturbare il sistema DNA MMR (Mismatch repair), contribuendo 
all’instabilità  microsatellitare.  Infine,  molecole  ossidanti  come  i  RONS 
sono in  grado di  alterare  il  pattern  di  metilazione  del  DNA (Itzkowitz, 
2004). Un dato noto da tempo riguarda l’up-regolazione dell’espressione 
e dell’attività dell’enzima COX2 nella sequenza adenoma-arcinoma che 
caratterizza i tumori del colon. Nei modelli animali, così come nell’uomo, 
l’inibizione di COX-2 riduce in modo significativo lo sviluppo dei tumori del 
colon. Alla luce di queste evidenze è stato proposto da Itzkowitz nel 2004 
un modello che mostra come l’infiammazione associata a colite promuova 
la progressione da diplasia a cancro nel colon.
L’evidenza  più  significativa  del  ruolo  dell’infiammazione  nella 
progressione  neoplastica  adenoma-colon  carcinoma  è  fornita  dalle 
percentuali di eventi tumorali in consumatori abituali di aspirina e di altri 
12
FANS  (Farmaci  Anti-  infiammatori  Non  Steroidei).  In  questi  soggetti, 
l’incidenza  di  tumori  al  colon  è  ridotta  del  50  %  circa.  Questi  dati 
sottolineano l’importanza eziologica dell’overespressione della COX-2 in 
questa patologia e richiamano l’attenzione sul ruolo chemiopreventivo dei 
FANS,  dovuto  tuttavia  non  solo  all’inibizione  della  produzione  di 
prostaglandine,  che  esercitano  azione  infiammatoria  nei  tessuti 
danneggiati  ,  ma  anche  all’attivazione  di  meccanismi  indipendenti 
dall’inibizione di tale enzima (Sansone et al, 2009).
2.3 Il Cacao
Il Cacao fu importato dall'America meridionale dai conquistatori spagnoli 
di Fernando Cortès, all'inizio del 1500. Gli Indios utilizzavano i chicchi di 
cacao per preparare una bevanda amara ma gustosa che chiamavano 
“xocoatl”  o  “chocolati”  da  cui  derivano  i  nomi  “cacao”,  “cocoa”  e 
13
“cioccolato”.  La  sua  scoperta  è  attribuita  ai  Maya  e  agli  Aztechi  che 
accumulavano semi di cacao sia ad uso alimentare sia come moneta di 
scambio.  Le  bevande  al  cacao,  senza  zucchero  e  con  aggiunta  di 
peperoncino,  erano  riservate  ai  guerrieri  e  all'elite  ed  erano  ritenute 
“gradite agli Dei” in quanto avevano proprietà sacrali e solenni. Il botanico 
svedese Linneo assegnò a questa specie di pianta il nome Theobroma 
che significa “cibo degli Dei”. 
Il  Cacao è  una polvere  di  colore  bruno-rossiccio,  viene  ricavata  dalla 
pianta del Cacao (Theobroma cacao, Sterculiaceae), si tratta di un albero 
che può raggiungere gli 8 metri d'altezza ed è molto sensibile all'ambiente 
esterno, sia per  quanto riguarda la temperatura,  sia per  la quantità di 
precipitazioni e il tipo di terreno. La zona in cui cresce e fruttifica in modo 
ottimale è perciò piuttosto ristretta. Il cacao alimentare viene ricavato dai 
frutti di quest'albero. Il frutto è una drupa ad involucro spesso, resistente, 
comunemente  chiamata  carbosso,  contenente  una  polpa  molle, 
zuccherina, nella quale sono alloggiate alcune decine di semi, di aspetto 
simile alle mandorle (fave di cacao), da cui si  ricava il  prodotto finale. 
L'albero  del  cacao  può  essere  utilizzato  per  la  raccolta  dei  semi  dal 
quarto  anno  di  età  fino  a  oltre  il  trentesimo;  durante  l'anno  fruttifica 
sempre, ma ha due periodi in cui la produzione è massima (variabili a 
seconda della zona di coltivazione). I semi vengono estratti  dai frutti  e 
ripuliti della polpa, quindi sono sottoposti a fermentazione ed essiccati (al 
sole o con aria calda). Dai frutti essiccati si ricava poi il prodotto finito. 
Il seme di cacao contiene tipi diversi di costituenti fisiologicamente attivi; 
essi sono principalmente composti polifenolici e i lipidi che costituiscono il 
burro di cacao, composto soprattutto da gliceridi dell'acido stearico, oleico 
e palmitico. Sono presenti inoltre alcaloidi a nucleo purinico (teobromina e 
una piccola quantità di caffeina), a nucleo tetraidroisochinolinico, a nucleo 
indolico  (tetraidro-B-carboline);  amidi  (10%),  saccarosio  e,  in  misura 
minore glucosio e fruttosio. 
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2.3.1 I polifenoli del cacao
I  polifenoli  contenuti  nelle piante, con più di  8000 composti  identificati, 
costituiscono uno dei più grandi e diffusi gruppi di secondi metaboliti che 
sono  parte  integrante  della  dieta  umana.  Questi  composti  sono 
caratterizati strutturalmente da uno o più anelli fenolici, due o più gruppi 
ossidrile (-OH) legati direttamente agli anelli aromatici. Possono essere 
classificati  in  5  gruppi  stutturali:  acidi  fenolici,  flavonoidi,  antocianine, 
stilbeni , lignani. Le loro strutture con base polifenolica aglicone possono 
essere associati a vari carboidrati e acidi organici per formare i gliconi e 
con altri polifenoli per formare i polimeri.
Negli ultimi 10 anni sono stati condotti studi sui benefici del cacao sulla 
salute dell’uomo, con particolare attenzione alle malattie degenerative e 
agli effetti cardioprotettivi.
Questi  benefici  potrebbero  essere  dovuti  alle  significative  quantità  di 
flavonoidi  monomerici  (catechine  ed  epicatechine)  rispetto  ai 
tetradecameri.  Un  recente  studio  sostiene  che  il  contenuto  di 
epicatechina  è  la  ragione principale  dei  benefici  vascolari  associati  al 
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cacao.  
E’ stato riconosciuto che il  cioccolato stimola la funzione positiva della 
milza ed altri aspetti della digestione. Inoltre nel XVIII secolo il cioccolato 
è stato prescritto o mescolato in medicine per tutti i tipi di indisposizioni e 
malattie  derivanti  dal  freddo per  promuovere digestione  e  fertilità,  per 
rinforzare le attività mentali, e come anti-depressivo. E’ stato trovato che 
flavonoidi  e  procianidine  prevengono  l’ossidazione  dei  lipidi  attraverso 
l’interazione con i gruppi funzionali polari dei lipidi. 
E’ noto che tutti i polifenoli manifestano azione antiossidante in vitro, ma 
non sempre la mantengono in vivo. 
I  polifenoli  contenuti  nella  pianta  del  cacao  sono  le  catechine, 
procianidine,  antocianine,  glicosidi  flavonoidici,  clovamide  e 
dideossiclovamide.
Le  catechine  sono  metaboliti  vegetali  antiossidanti,  più  precisamente 
sono dei flavonoidi chiamati flavan-3-oli. Si trovano in numerose specie 
vegetali, ma la più importante fonte nella dieta dell’uomo è data dai vari tè 
derivati  dalla  pianta  del  tè,  o  Camellia  sinensis.  Catechine  ed 
epicatechine sono epimeri (stereoisomeri), dove le (-)-epicatechine e le 
(+)-catechine rappresentano
i più comuni isomeri di tipo ottico presenti in natura.
La catechina fu isolata la prima volta da un estratto detto catechu, da cui 
prende  il  nome.  Se  si  fa  scaldare  la  catechina  oltre  il  suo  punto  di 
decomposizione si ha la formazione di pirocatecolo.
L’Epigallocatechina e la gallocatechina, rispetto alla epicatechina e alla 
catechina,  contengono  un  addizionale  gruppo  fenolico  idrossilico.La 
catechina  o  l'epicatechina  formano  la  prima  unità  flavonolica  delle 
procianidine dimere o oligomere che, pertanto, si possono distinguere per 
la presenza, nella prima unità polimerica di cinque gruppi ossidrile (-OH).
Le antocianine appartengono alla famiglia dei flavonoidi. Queste molecole 
sono  costituite  da  una  molecola  di  benzene  fusa  con  una  di pirano, 
collegata a sua volta con un gruppo fenilico che può essere a sua volta 
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legato a diversi sostituenti. Questa molecola complessa prende il nome di 
catione flavilio che è la struttura di base di tutte le antocianine. 
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2.4 Attività farmacologiche
2.4.1 Attività antiossidante
Si è dimostrato che la maggior parte delle malattie croniche è associata a 
Specie Reattive dell'Ossigeno (ROS) che danneggiano vari tipi di cellule 
essenziali, distruggendone o inibendone la loro funzionalità. Per questa 
ragione  il  nostro  corpo  necessita  elementi  nutritivi  che  apportano 
sostanze antiossidanti che limitino gli effetti delle ROS. Tutto ciò portò alla 
raccomandazione di un consumo di frutta e verdura ricche in antiossidanti 
(pomodori, aglio, cipolla, peperoni, carote, vegetali con foglie verde scuro, 
cavoli, broccoli, ortaggi di color rosso, frutta colorata e acidula).
Una ricerca  dimostrò  la  maggiore  efficacia  antiossidante  in  questi  cibi 
dovuta alla presenza di  antiossidanti  di  natura polifenolica rispetto alle 
vitamine.
I semi di cacao e i derivati del cioccolato contengono importanti classi di 
antiossidanti,  le  catechine  monomeriche e le  procianidine  polimeriche. 
Esse sono simili a quelle presenti nel tè, ma hanno differente struttura 
chimica e distinte funzioni metaboliche. I polimeri che sembrano essere 
ottimali sono quelli derivanti da 2 a 5 polimerizzazioni, infatti i monomeri 
vengono rapidamente metabolizzati ed escreti, i polimeri maggiori (6-10 
unità)  soffrono  di  una  difficile  penetrazione  attraverso  la  membrana 
cellulare e quindi di un difficile assorbimento (John H. Weisburger et al, 
2001).
Diversi  studi  si  concentrano  su  come  questi  composti  diminuiscano  i 
rischi cardiovascolari migliorando le funzioni endoteliali e diminuendo la 
pressione  sanguigna (Grassi  et  al,  2010),  inibendo l'ossidazione delle 
lipoproteine  a  bassa  densità,  proteggendo  quindi  da  malattie 
cardiovascolari  (malattia  coronarica,  aterosclerosi),  migliorando  la 
dislipedemia (Mulvihill et al, 2010).
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2.4.2 Attività anticancerogena
Il  cancro rappresenta un vario numero di  malattie  con differenti  fattori 
eziologici  come il  fumo di  tabacco,  l'eccesso di  consumo dell'alcool  e 
soprattutto le  abitudini  alimentari.  L'associazione di  questo stile  di  vita 
implica/coinvolge sostanze cancerogene genotossiche che sono quelle 
che realmente danno inizio ad agenti che modificano il DNA e il genoma 
attraverso eventi mutazionali.
I  meccanismi  fondamentali  sono  associati  con  il  coinvolgimento  delle 
ROS.  Per  questa  ragione  si  è  dimostrato  come  le  persone  che 
regolarmente si nutrono di cibi che apportino antiossidanti come frutta, 
verdura, tè siano esposti ad una bassa incidenza di vari tipi di cancro. Si 
è dimostrato che il consumo di cacao o cioccolato, arricchiti di sostanze 
antiossidanti biodisponibili, apporterebbe benefici dimunuendo la quantità 
e l'efficacia di sostanze cancerogene genotossiche ed epigenetiche.
I polifenoli del cacao bloccano gli effetti del perossinitrito, una sostanza 
endogena  formata  nelle  cellule  infiammate  a  partire  dallo  ione 
superossido e dall'ossido nitrico. L'effetto dello ione superossido e altre 
ROS viene inibito da sostanze ossidanti  contenute nel  cacao come le 
procianidine ( John H. Weisburger et al, 2001).
Secondo  uno  studio  eseguito  da  Nam  Joo  Kang  et  al  del  2008,  le 
procianidine del cacao inibiscono la trasformazione cellulare neoplastica 
mediante  la  soppressione  dell'attività  kinasica  della  proteina    kinasi 
kinasi mitogena attivata (MEK). Una frazione di procianidine del cacao 
(CPF) e la procianidina B2 a 5µg/ml e 40µM, rispettivamente, inibiscono 
la trasformazione di cellule JP6p+ epidermali di topo indotta da TPA al 47 
e al 93%, rispettivamente. L'attività del promotore TPA e l'espressione di 
COX-2,  coinvolta  nella  promozione  di  tumore  e  infiammazione,  sono 
inibite in  modo dose-dipendente da CPF e dalla  procianidina B2, cosi 
come l'attivazione di NF-κβ. 
19
2.4.3 Attività antiinfiammatoria
Diversi studi suggeriscono proprietà infiammatorie dei polifenoli del cacao 
mediante la regolazione della produzione delle citochine proinfiammatorie 
IL1β,  IL2,  IL4,  IL6 e  TNF-α.  I  macrofagi  attivati  possono generare un 
consistente accumulo di NO dalla L-Arginina dall'attivazione dell'enzima 
inducibile iNOS. La sovrapproduzione di NO dai macrofagi è associata ad 
una  infiammazione  cronica.  I  fattori  di  trascrizione  NF-κB con  AP-1 
coordinano l'espressione di  iNOS e  delle  citochine  proinfiammatorie.  I 
polifenoli  del  cacao  potrebbero  diminuire  la  produzione di  NO tramite 
l'inibizione dell'espressione del gene iNOS dovuto al segnale dipendente 
dalle  vie di  trasduzione di  NF-κB e AP-1.  L'attività  antiinfiammatoria o 
proinfiammatoria  dipende  dalla  frazione  di  polifenoli,  da  monomeri  a 
tetrameri  diminuiscono consistentemente l'espressione di  un mediatore 
dell'infiammazione,  mentre  oligomeri  a  catena  più  lunga,  come  da 
pentameri a decameri, aumentano la sua espressione (Gerald Rimbach 
et al, 2007).
Ki Won Lee et al.  Studiarono le proprità antiinfiammatorie di frazioni di 
cacao arricchite di  polifenoli (CP) inducendo un edema nell'orecchio di 
topo mediante TPA e valutando l'efficacia del prodotto in studio nell'inibire 
l'infiammazione. CP inibisce l'espressione di COX2, l'attivazione delle vie 
di  MAPKs,  e  il  segnale  di  NF-κB che  dimostra  il  ruolo  di  CP come 
antiinfiammatorio ma anche come chemopreventivo (Ki Won Lee et al, 
2006).
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TERZO CAPITOLO
3.Materiali e metodi
3.1 Materiali
3.1.1 Strumentazione
 Agitatore (Gyro-Rocker STR9, Stuart)
 Bilancia di precisione (Startorius)
 Centrifuga (Eppendorf 5810 R)
 Lettore di microplacca (Victor X3)
 pHmetro (Crison pH-2001)
 Sonicatore (Branson 150)
 Transilluminatore (LAS-3000mini fujifilm, TDI)
 Unità di elettroforesi PowerPac basic (BIO-RAD)
 Unità di Trasferenza (BIO-RAD)
 Vortex (MS2 Minishaker, IKA r)
3.1.2 Reattivi
 Acetato sodico (Sigma)
 Acido  4-(2-idrossietil)-1-piperazina-N-etanosolfonico  (HEPES, 
Sigma)
 Acido cloridrico 36-38% (Baker)
 Acido etilendiamminotetracetico (EDTA, Sigma)
 Acrilammide-Bisacrilammide (Sigma)
 Acqua ossigenata 3% (Sigma)
 Ammonio persolfato (Sigma)
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 Anticorpo anti β-actina (Sigma)
 Anticorpo policlonale anti COX-2 (Cayman)
 Anticorpo policlonale anti iNOS (Millipore)
 Anticorpo secondario anti-IgG marcato con perossidasi (Sigma)
 Blu Comassie (Sigma)
 Bromuro di hexadeciltrimetilammonio (HTAB, Sigma)
 Cloruro di Magnesio (MgCl2, Sigma)
 Cloruro di Potassio (KCl, Sigma)
 Cloridrato di Tetrametilbenzidina (TMB, Sigma)
 Cocktail di inibitori di proteasi (Roche)
 Destrano solfato sodico (DSS, MP Biomedicals, LLC)
 Dimetilformammide (DMF, Sigma)
 DL-Dithiothreitol (DTT, Sigma)
 Dodecilsolfato sodico (SDS, Sigma)
 Estratto arrichito in polifenoli del Cacao
 Etanolo (Scharlab)
 Fenilmetilsolfonil floruro (PMSF, Sigma)
 Glicina (Sigma)
 Immobilion Western HRP Substrate Luminol reagent (Millipore)
 Immobilion Western HRP Substrate Peroxide Solution (Millipore)
 Latte scremato in polvere (Central Lechera Asturiana)
 Membrana di nitrocellulosa Hybond-P (GE Healthcare)
 Metanolo (Scharlab)
 Modelli di proteine con peso molecolare pretintato (Pierce)
 Monolaurato di poliossietilensorbitano (Tween 20, Sigma)
 Reattivo di Bradford (Sigma)
 Reattivo di chemioluminescenza (ECL, Pierce)
 Seroalbumina bovina (BSA, Sigma)
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 Soluzione salina sterile tamponata con fosfato (PBS sterile, Gibco 
Invitrogen)
 Sulfasalazina (Sigma)
 Tampone denaturalizzante (Pierce)
 N, N, N', N'- Tetrametiletilendiamina (TEMED, Sigma)
 Triton X-100 (Sigma)
 Trizma® base (Sigma)
 Trizma® idrocloridrico (Sigma)
3.1.3 Tamponi
A. TAMPONE per estrazione di proteine citosoliche per western blotting
PRODOTTO
Concentrazione
HEPES
10 mM
MgCl2
1,5 mM
KCl
10 mM
DMSF
0,5 mM
DTT
0,5 mM
Aproptinina
1µg/ ml
Leupeptina
1µg/ ml
Pepstatina 1µg/ ml
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B. TAMPONE Running  
 Trizma® base 48 mM
 Glicina 380 mM
 SDS 3,7 mM
C. TAMPONE Transfer
 Trizma® base 24 mM
 Glicina 380 mM
 Metanolo 20%
3.1.4 Composizione gel elettroforesi
 3 ml Stacking gel 5%: 2,1 ml H20, 0,5 ml Acrylammide al 30%, 0,38 
ml 1 M Tris (pH=6,8), 0,03 ml SDS al 10%, 0,03 ml Ammonium 
Persulfate al 10%, 0,003 ml Temed
 15 ml Running gel 10%: 5,9 H20, 5,0 Acrylammide al 30%, 3,8 ml 
1,5  M Tris  (pH=8,8),  0,15  ml  SDS al  10%,  0,15 ml  Ammonium 
Persulfate al 10%, 0,006 ml Temed
3.2 Metodi
3.2.1 Popolazione di studio
Si utilizzano topi albini della razza Balb/c hembras di peso compreso tra 
18 e  20 g.  Una volta ricevuti  si  trattano secondo condizioni  standard: 
temperatura  22  ±  3°C,  fotoperiodo  12/12  ore  di  luce/oscurità; 
alimentazione  artificiale  standard  e  acqua  ad  libitum.  Gli  animali  si 
distribuiscono in gruppi di 10 topi per ogni gruppo di studio a esclusione 
24
del gruppo non colitico che è di 4. Tanto le condizioni di cura degli animali 
come quelle degli  esperimenti  sono conformi al  protocollo del  “Comité 
Etico de Experimentación Animal” dell’Università di Valencia, in accordo 
alle disposizioni dell’ R. D. 1201/2005.
3.2.2 Protocollo farmacologico sperimentale
Il  protocollo  seguito  è  una  modificazione  del  metodo  proposto  da 
Axelsson  et  al.  (1998)  e  prevede  la  preventiva  suddivisione  della 
popolazione in  diversi  gruppi  di  studio.  Ogni  gruppo,  a  seconda della 
terapia a cui è stato sottoposto, è stato caratterizzato da un particolare 
numero di individui:
 NON COLITICO
Gruppo composto da 4 topi che durante l'esperimento non hanno ricevuto 
né  l'agente  provocante  l'infiammazione,  DSS,  né  il  farmaco  in  studio, 
CACAO o SULFASALAZINA.
 COLITICO
Gruppo composto da 10 topi che durante l'esperimento hanno ricevuto 
l'agente che provoca l'infiammazione, DSS, ma non il trattamento.
 COLITICO TRATTATO CON SULFASALAZINA
Gruppo composto da 10 topi che durante l'esperimento han ricevuto sia 
l'agente  che  provoca  l'infiammazione,  DSS,  sia  il  trattamento  con 
SULFASALAZINA.
 COLITICO TRATTATO CON CACAO
Gruppo composto da 10 topi che durante l'esperimento han ricevuto sia 
l'agente  che  provoca  l'infiammazione,  DSS,  sia  il  trattamento  con 
CACAO.
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La somministrazione prolungata di DSS induce infiammazione intestinale. 
Il protocollo di infiammazione intestinale cronica scelto prevede 3 cicli di 
DSS e trattamento farmacologico così distribuiti:
 
1. DSS al 4% ai gruppi COLITICO e COLITICI TRATTATI con CACAO 
e SULFASALAZINA per 7 giorni, il quinto sesto e settimo i gruppi 
CACAO e  SULFASALAZINA ricevono  anche  il  trattamento:  500 
mg/kg e 100 mg/kg rispettivamente. Seguono tre giorni di riposo. Il 
DSS al 4 % viene preparato sciogliendo 48 g di soluto in 1200 ml di 
acqua.
   
2. DSS  al  3%  ai  gruppi   COLITICO  e  COLITICI  TRATTATI  con 
CACAO e  SULFASALAZINA per  5  giorni,  il  quarto  e  il  quinto  i 
gruppi CACAO e SULFASALAZINA ricevono anche il trattamento: 
500 mg/kg  e  100 mg/kg  rispettivamente.  Seguono due giorni  di 
riposo.
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3. DSS  al  3%  ai  gruppi   COLITICO  e  COLITICI  TRATTATI  con 
CACAO  e  SULFASALAZINA  per  6  giorni  dando 
contemporaneamente  il  trattamento.  Per  i  quattro  giorni  finali  il 
gruppo  CACAO  e  SULFASALAZINA vengono  trattati  mentre  il 
COLITICO riposa.
Gli  animali  vengono  monitorati  quotidianamente  misurando  il  volume 
bevuto, il peso e l'aspetto fisico.
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3.2.3 Sacrificio e misurazione lunghezza intestinale
Il  sacrificio dei  topi  avviene con una dislocazione cervicale,  estrazione 
delle  viscere  e  separazione  dell'intestino  tenue  dal  crasso,  quello  di 
interesse, a livello del cieco.
Una volta posto in una capsula di  Petri  l'intestino crasso si  osserva il 
livello di diarrea, ulcera e sangue in un range che va da 0 a 5, si provvede 
al lavaggio con una soluzione di PBS al 5%. Si stende l'intestino si misura 
la lunghezza si secca con carta assorbente e, si pesa. Una volta fatto 
tutto questo il preparato si congela ed è pronto per le prossime analisi. 
Tre  intestini  per  gruppo  subiscono  trattamento  differente  e  vengono 
mandati ad istologia.
3.2.4 Saggio della mieloperossidasi (MPO)
Il saggio consente di valutare l’attività della MPO, un enzima contenuto 
nei  granuli  azzurofili  intracellulari  dei  polimorfonucleati.  Tale  enzima, 
quindi, può essere utilizzato come indicatore dell’accumulo dei neutrofili 
migrati nei tessuti durante un processo infiammatorio.
Per eseguire il saggio si pone un cucchiaino di tessuto  a cui si addiziona 
0,750 ml di esadeciltrimetilammonio bromuro allo 0.5% solubilizzato in un 
tampone di fosfato sodico a pH=5,4, 80 mM. In seguito il  campione si 
centrifuga a 4°C per 20 minuti a 10300 rpm. Infine, per valutare l’attività 
della  MPO  sul  surnatante  prelevato,  si  caricano  30  µl  di  ciascun 
campione in una piastra da 96 pozzetti  a cui si  addizionano 100  µl di 
Tampon Fosfato Salino (PBS),  85 µl  di  tampon fosfato sodico 0,22 M 
pH=5,4, 15 µl di H2O2 .   
Dopo  di  che  si  aggiungono  20  µl di  Trimetossibenzoato  all'8%  con 
Dimetilformammide e si pongono in stufa a 37°C per 3 minuti. Infine si 
addizionano 30 µl di tampone acetato sodico a pH=3 1,46M e si procede 
alla lettura.
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L' attività di ciascun campione sono state estrapolate considerando che 
una unità di MPO è uguale ad 1 µmole di H2O2 convertita in un composto 
colorato che dà una variazione di assorbanza di 1.13 x 10-2 nm/min. Le 
unità di MPO sono state infine espresse come unità di MPO/µg.
3.2.5 Estrazione proteica per l’analisi Western Blotting
Si  procede  ponendo  in  una  provetta  tipo  Eppendorf  ambientata  in 
nitrogeno liquido 2 cucchiani di campione al quale si aggiungono 750 µl di 
tampone citosolico, si vorteano, si sonicano, si vorteano e si aggiunge 
HIGEPAL (1:10) e si vorteano. I campioni vengono incubati in ghiaccio 
per  45  minuti,  al  termine  dei  quali  vengono  centrifugati  a  5000  rpm 
durante 10 minuti  alla  temperatura di  4°C.  Il  sovranatante contiene la 
proteine citosoliche estratte.
3.2.6 Quantificazione proteica mediante metodo di Bradford
La determinazione della concentrazione proteica dei  campioni  di  lisato 
totale, frazione solubile ed estratto nucleare viene effettuata con il metodo 
Bradford  che  permette  di  dosare  con  buona  sensibilità  quantità  di 
proteine comprese tra 1 e 5 µg. Quantità note di lisato cellulare vengono 
portate al volume di 10 µl con acqua, vengono aggiunti 250 µl di reagente 
Bradford  composto  da  Comassie  Blue  G-250  0.003%  (p/v),  acido 
fosforico  5%  (v/v),  etanolo  10%  (v/v).  Si  procede  alla  lettura 
dell’assorbanza dei campioni allo spettrofotometro alla lunghezza d’onda 
di 595 nm.
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Si costruisce una retta di taratura basandosi sull’assorbanza di differenti 
concentrazioni di Albumina di Siero Bovino (BSA) (da 0,5 a 8  µg) e si 
estrapola da essa la concentrazione dei campioni in analisi.
3.2.7 Elettroforesi su gel di poliacrilammide
Dalla  determinazione  della  concentrazione  di  proteine  eseguita  con  il 
metodo di Bradford si calcola il volume da prelevare per ogni campione 
per ottenere un peso uguale di proteine.
Ai campioni si aggiunge Reducing Buffer in proporzione 1:5, si vorteano e 
si centrifugano a 14000 rpm per un minuto. Essi in seguito si pongono nel 
thermomixer per 2 minuti per denaturare le proteine.
Si  preparano  lo  stacking e  il  running gel  (vedere  paragrafo  III.1.4). 
Dopodiché  si caricano i campioni. I gel si pongono nell'apparecchiatura 
riempita  con  Running Buffer  (vedere paragrafo   III.1.3.B)  per  la  corsa 
elettroforetica a di amperaggio, a 200 V per un tempo di 40 minuti.
3.2.8 Trasferenza
Una  volta  separate  le  proteine  per  peso  molecolare,  si  passa  alla 
trasferenza su membrana che avviene nell'apposito strumento riempito di 
Tampone Transfer (vedere paragrafo III.1.3.C).
Si  attivano  le  membrane  ponendole  a  contatto  per  10  secondi  con 
metanolo, per 5 minuti con acqua Millipore.
Si  costituisce  un  sandwich  con  carte  Whatman,  la  membrana,  il  gel 
privato della parte di stacking.
La trasferenza avviene a 100 V, 350 mA in un tempo di 2 ore mettendo 
l'apposito strumento nel frigorifero, al termine delle quali si prelevano i 
gel, posti in Comassie Blue, e le mebrane, incubate con latte scremato al 
6% in PBS Tween per 2 ore.
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3.2.9 Western Blotting
La  Western  Blotting  è  una  tecnica  che  permette  l'analisi  qualitativa  e 
semiquantitativa delle proteine estratte da un tessuto.  Nel  nostro caso 
abbiamo cercato la presenza di due proteine fondamentali nel processo 
infiammatorio:  la  COX-2  e  iNOS  rispetto  alla  β Actina,  proteina  di 
riferimento.
Per l'analisi di COX-2 si incuba la membrana con un anticorpo primario 
anti COX-2 in frigorifero per tutta la notte.
Il giorno seguente si eseguono tre lavaggi con PBS Tween 20 allo 0,05% 
ogni  dieci  minuti,  dopodiché  si  incuba  con  l'anticorpo  aspecifico 
secondario.
Per l'analisi di iNOS si incuba la membrana con un anticorpo primario anti 
iNOS per tutta la notte, si eseguono tre lavaggi con acqua Millipore ogni 
due minuti e si incuba con l'anticorpo secondario per 1h30', due lavaggi 
con acqua millipore ogni tre minuti, uno con PBS Tween 20 allo 0,05% e 
dopo quattro minuti cinque lavaggi con acqua millipore.
Per  la  immunodetezione  si  pone  la  membrana  a  contatto  con  una 
soluzione  di  750  µl di  Immobilion  Western  HRP  Substrate  Luminol 
reagent e 750 µl di Immobilion Western HRP Substrate Peroxide Solution 
per 5 minuti, dopodiché essa si pone a sandwich in un film, si pone nel 
transilluminatore collegato ad un computer che grazie ad un programma 
chiamato  Image  Reader  esegue  foto  ogni  10  secondi  delle  bande 
proteiche presenti nelle membrane.
La intensità delle bande proteiche si determinano per densitometria 
utilizzando un programma Scion Image β.
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3.2.10 Analisi statistica
I  risultati  si  esprimono come la media  ± l'errore  standard della  media 
(SEM). La deviazione standard e l'errore standard delle medie ottenute 
sono stati determinati utilizzando l'analisi della varianza ANOVA seguita 
dal  test  t  Dunnet  per  comparazioni  multiple.  Un risultato  si  considera 
significativo per un valore di p minore di 0,05 (*), molto significativo per un 
valore di minore di 0,001 (**).
Le percentuali di inibizione (%I) si colcolano a partire dalla differenzia tra 
il controllo e il trattato, esprimendo il valore rispetto al controllo.
                    %I = (Controllo – Trattato)/controllo x 100
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4. Risultati
4.1 Risultati esperimento in vivo
4.1.1 Misurazione peso
Durante l'esperimento in vivo si è misurata la perdita di peso dei topi 
dovuta all'infiammazione progressiva. 
Tabella 1. Andamento medio del peso dei quattro gruppi durante 
l'esperimento in vivo 
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Grafico 1.  Andamento medio del peso dei quattro gruppi durante 
l'esperimento in vivo
4.1.2 Misurazione lunghezza colon
Il giorno del sacrificio si provvede alla misurazione della lunghezza del 
colon.
4.2  Risultati esperimento in ex vivo
4.2.1 Determinazione dell’attività della MPO
Si determina l'attività della  MPO come misura indiretta dell'infiltrazione 
leucocitaria al ventottesimo giorno dall'inizio dell'esperimento. L'inibizione 
dei prodotti
Mpo è un enzima prodotto principalmente dai leucociti polimorfonucleati 
ed è associato con il grado di infiltrazione neitrofilica nei tessuti. Dopo 28 
giorni di trattamento con DSS il livello dell'attività di MPO è aumentato nel 
gruppo colitico di tre volte rispetto al non colitico. Mentre nei gruppi gruppi 
colitici  trattati  con  Sulfasalazina  e  cacao  è  di  solo  2  volte, indicando 
un'inibizione del 31% e 34% rispettivamente. Dato che l'attività dell'MPO 
è  considerato  un  marcatore  biochimico  dell'infiltrazione  neutrofilica, 
questo risultato suggerisce che l'estratto del cacao arrichito di polifenoli 
eserciti  effetti  antiinfiammatori  riducendo  l'infiltrazione  neutrofilica  nella 
mucosa del colon. 
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4.2.2 Western Blotting
Si esaminano gli effetti della Sulfasalazina e dell'estratto del Cacao 
arricchito in polifenoli sull'espressioni di iNOS e COX-2 nei colon, in 
quanto iNOS e COX-2 sono responsabili dell'induzione di NO e PGE2 
rispettivamente. INOS risultò inibito dalla Sulfasalazina del 6% mentre 
dall'estratto di Cacao arricchito in polifenoli del 41%.
Campioni  Non Col      Colitico     Colitico   Col + Cac    Col 
+ Sul
iNOS
β-Actina
% I
    
     -----           ------          ------             41%           6%
Figura  3.  Immagine  di  Western  Blot  dell'inibizione  dei  prodotti 
sull'espressione di iNOS il giorno ventottesimo dall'inizio dell'esperimento
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Campioni  Non Col      Colitico     Colitico   Col + Cac    Col 
+ Sul
COX-2
β-Actina
% I
    
    -----           ------          ------             23%           30%
Figura  4.  Immagine  di  Western  Blot  dell'inibizione  dei  prodotti 
sull'espressione  di  COX-2  il  giorno  ventottesimo  dall'inizio 
dell'esperimento
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5. Discussione
L'uso di prodotti naturali antiinfiammatori fornisce una attrattiva alternativa 
per  controllare  alcune  malattie  che  hanno  a  che  vedere  con 
l'infiammazione,  soprattutto  in  pazienti  che  non  rispondono  o  che 
svilupano  effetti  collaterali  con  le  terapia  convenzionale.  I  polifenoli, 
metaboliti  secondari  di  origine  vegetale,  costituiscono  uno  dei  gruppi 
maggioritari e più diffusi in natura, presenti nella dieta. Negli esseri umani 
l'assunzione giornaliera di polifenoli è maggiore di 1g/dia.
Shapiro et Al., ha suggerito che una dieta ricca in polifenoli può esser 
utilizzata como terapia di supporto nei pazienti con IBD. Inoltre, vari saggi 
clinici  hanno  dimostrato  la  relazione  tra  l'assunzione  giornaliera  di 
polifenoli (in particolare flavonoidi) e la riduzione di incidenza di cancro al 
colon e di malattie cardiovascolari e neurovegetative.(Stevenson, D. E.; 
Hurst,  R.  D.  Polyphenolic  phytochemicals just  antioxidants  or  much 
more? Cell. Mol. Life Sci. 2007, 64, 2900–2916.)
In questo lavoro si è studiato per la prima volta l'effetto antiinfiammatorio 
di un estratto del cacao (via orale, 500 mg/kg) arricchito in polifenoli in un 
modello sperimentale di colite ulcerosa cronica in topi Balb c. Per questo 
si  è  messo  a  punto  un  protocollo  sperimantale  basato  nella 
somministrazione orale nella bevanda di DSS durante 28 giorni.
La  colite  indotta  da  DSS  nei  topi  presenta  caratteristiche  cliniche  e 
istologiche  infiammatorie  simili  a  quelle  osservate  negli  esseri  umani. 
Questo modello ha come vantaggio la facile somministrazione dei prodotti 
(proinfiammatori e antiinfiammatori), dissoluti nella bevanda acquosa, una 
bassa mortalità e un quadro patologico definito. Questo modello è infatti 
ampiamente  utilizzato  per  la  valutazione  di  strategie  terapeutiche 
nell'IBD.  La  somministrazione  continuativa  di  DSS  induce  una  colite 
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ulcerosa con cambiamenti morfologici simili a quelli osservati nel cancro 
del colon.
Il  Destrano  è  un  agente  fisico  con  capacità  intrinseca  di  alterare  la 
barriera cellulare epiteliale capace di attivare la risposta del sistema del 
sistema  immune  innato  mediante  la  produzione  di  citochine 
immunomodulatorie.  Per  questo,  macrofagi  e  neutrofili  sono  le  prime 
cellule che compaiono dal primo giorno di trattamento con Destrano. Si 
osserva un flusso di neutrofili nel colon che si relaziona alla consistente 
distruzione dello stesso nell'ottavo giorno di  trattamento, possibilmente 
attraverso  la  produzone di  citochine  e  di  stress  ossidativo.  (Kuhl  AA, 
Kakirmann H, Hanotta M. Et al Gastroenterology 2007, 133:1882-1892; 
Farooq SM, Stillie R, Svenson M, Swanborg C, et al J Pharmacol Exp 
Ther 2009, 329:123-129).  
Alla fine dell'esperimento le quantità totali ingerite sono state 53,0 ± 3,5 
g/kg di DSS e 3,5 g/kg di estratto del cacao. Si è monitorato l'aspetto e il 
comportamento dei topi colitici e non colitici, potendo constatare che i topi 
sopravvivono  al  processo  e  che  il  loro  peso  medio  non  è  stato 
influenzato. Il trattamento con l'estratto di cacao è stato capace di ridurre 
alcuni  dei  parametri  studiati,  prima tra tutte la riduzione del  marcatore 
biochimico  dell'infiammazione  intestinale,  attraverso  l'attività  della 
mieloperossidasi,  che  permette  di  stabilire  il  danno  tissutale  e 
l'infiltrazione leucocitaria.
Questo enzima è immagazzinato nei granuli azzurofili dei neutrofili ed è 
responsabile  della  produzione  di  specie  reattive  dell'Ossigeno  e 
dell'Azoto,  che  giocano  un  ruolo  fondamentale  nell'infiammazione 
intestinale.(Olmos A, Giner RM, Máñez S  Med Res Rev, Vol.  27:1-64, 
2007)
Coincidendo  con  gli  effetti  manifestati  per  altri  polifenoli,  l'estratto  del 
cacao  ha  ridotto  l'espressione  di  Cicloossigenasi-2  nell'omogenato  di 
colon (González R, Ballester I, López-Posadas R, Suarez MD, Zarzuelo 
A, Martínez-Agustín O, Sánchez de Medina F, Crit Rev Food Nutr 51:331-
362, 2011).
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Questa riduzione potrebbe esser dovuta all'inibizione di fatori nucleari di 
trascrizione come NF-κB (Andújar I, Recio MC, Giner RM, et al J Agric 
Food Chem 2011). 
L'Ossido  Nitrico  viene  presentato  come  protagonista  chiave  nella 
membrana intestinale e nel sistema immune. Anche se cìè discrepanza 
nel ruolo giocato da NO da parte di i-NOS, la maggior parte degli studi 
usano inibitori  che migliorano la  colite  sperimentale,  il  che  suggerisce 
un'implicazione  di  i-NOS  nella  progressione  della  malattia.  Negli 
omogenati  di  colon  degli  animali  trattati  con  l'estratto  di  cacao, 
l'espressione  di  i-NOS è  diminuita,  che  potrebbe  contribuire  all'effetto 
antiinfiammatorio osservato.
In conclusione, questa è la prima volta che viene studiato l'effetto di un 
estratto del cacao arricchito in polifenoli  in un modello sperimantale di 
colite ulcerosa cronica. I risultati suggeriscono che la somministrazione 
orale  di  quest'estratto  può  ridurre  il  processo  infiammatorio  cronico 
potendo utilizzarsi come trattamento preventivo nell'IBD.
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6. Conclusioni
E' stato messo a punto un modello di infiammazione intestinale cronica 
indotta  con la  somministrazione nell'acqua di  Destrano Solfato  Sodico 
(DSS) al 4% nella prima settimana e al 3% le due settimane seguenti.
La  somministrazione  orale  di  un  estratto  di  cacao  (500  mg/kg)  o  di 
sulfasalazina  (100mg/kg)  ha  diminuito  moderatamente  alcuni  dei 
parametri valutati nei topi con colite ulcerosa cronica.
L'estratto di cacao riduce la infiltrazione leucocitaria misurata attraverso 
l'attività della mieloperossidasi.
A livello molecolare si è osservata nel tessuto del colon una diminuzione 
nella espressione degli enzimi proinfiammatori COX-2 e iNOS.
Questi  risultati  permettono di  ipotizzare  l'effetto  chemioprotettore 
dei polifenoli del cacao nel cancro colon rettale.
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